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Markery molekularne sprz¢zone z locus genu
przywracajacego ptodnos¢ u mieszancow zyta
z cytoplazma CMS-C”

Molecular markers linked with locus of the gene restoring male fertility in hybrids
of rye with cytoplasm CMS-C

Analizami obj¢to dwie populacje F2 mieszancow miedzyliniowych zyta oraz zestaw 62
rekombinacyjnych linii wsobnych (RIL-F7) zyta wyprowadzonych z mieszanca 541 x Oftl1-3.
Potwierdzono istnienie sprzg¢zenia miedzy uprzednio wytypowanymi trzema markerami RAPD,
a genem kontrolujacym meska sterylno$¢ w cytoplazmie C. Dodatkowo zidentyfikowano zestaw pigciu
nowych markerow RAPD sprzezonych z genem Rfcl, ale wérdd nich tylko jeden wykazywat sprzgzenie
z genem meskiej sterylnodci wystarczajaco silne dla podjecia prob wykorzystania go przy
selekcjonowaniu materiatow hodowlanych.

Stowa kluczowe: cytoplazmatyczna meska sterylno$é, mapowanie genetyczne, RAPD, zyto

Two F2 populations of the interline crosses and a set of 62 recombinant inbred lines (RILs-F7) of
rye developed from the cross 541 x Ot1-3 were analyzed during this study. The existence of linkage
between formerly found three RAPD markers and the restorer locus for cytoplasm C was affirmed.
Additionally, a set of five new RAPD markers linked with Rfc1 locus was identified, but only one of
these markers was close enough to be attempted in using in marker assisted selection programme.

Key words: cytoplasmic male sterility, genetic mapping, RAPD, rye
WSTEP

Rosngce znaczenie odmian mieszancowych zyta idzie w parze zcoraz lepszym
poznaniem podstaw dziedziczenia zaburzen w wytwarzaniu pytku u form ze sterylizujaca
cytoplazmg (CMS). Istotny postep w badaniach notuje si¢ przede wszystkim w odniesieniu
do cytoplazmy Pampa (CMS-P) odkrytej pod koniec lat 60. XX wieku w populacji zyta
pochodzenia argentynskiego (Geiger i Schnell, 1970). Geny jadrowe kontrolujace meska

* Praca dofinansowana przez AR w Szczecinie w ramach badan wlasnych: BW/HK/01/02 i BW/HK/02/03
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sterylnos¢ w cytoplazmie Pampa zlokalizowano na chromosomach 1R, 3R, 4R, 5R i 6R
(Miedaner i in., 2000), a dla genéw zidentyfikowanych na dlugim ramieniu chromosomu
4R opracowano zestaw markeréw SCAR (Stracke i in., 2003) znajdujacych zastosowanie
w pracach selekcyjnych.

Alternatywny wobec CMS-P typ cytoplazmy sterylizujacej okreslany jako CMS-V jest
reprezentowany przez szereg zrodet, takich jak: cytoplazma R (Kobyljanskij, 1971), C
(Lapinski, 1972), G (Adolf i Winkel, 1985) iwiele innych. Na podstawie analiz
mieszancow z udzialem trisomikéw zyta okreslono chromosomowsa lokalizacje genow
przywracajacych plodnos¢ w cytoplazmie G (Melz i Adolf, 1991), ajeden z nich,
wykazujacy najsilniejszy wplyw na t¢ ceche, zostal zmapowany na diugim ramieniu
chromosomu 4R (Bérner i in., 1998). Ostatnio zidentyfikowano w tym samym regionie
genomu zestaw marker6w RAPD sprzgzonych zgenem przywracajacym plodnosé
precikowia u mieszancéw zyta zcytoplazmg C (Stojatowski iin., 2004). Celem
prezentowanych badan byla ocena przydatnosci wykrytych markerow RAPD do
identyfikowania genotypow niosgcych allele sterylno$ci w materiatach hodowlanych
posiadajacych cytoplazm¢ normalng oraz proba znalezienia nowych markerow
sprzezonych z genem kontrolujagcym mgska sterylnos¢ w cytoplazmie CMS-C.

MATERIAL I METODY

Materiat do badan stanowity dwie populacje F» i jedna RIL-F7 (rekombinacyjne linie
wsobne) wyprowadzone z mieszancoéw miedzy liniami wsobnymi zyta. W populacjach
(544 x L1)F, i (544 x DS2)F,, liczacych odpowiednio 61 i 67 ro$lin, linia mateczna byta
linia dopelniajaca meskg sterylno$¢ w cytoplazmie CMS-C, a obie linie ojcowskie byty
liniami przywracajacymi ptodno$¢. Materiatlem wyjsciowym do wyprowadzenia populacji
62 rekombinacyjnych linii wsobnych (RIL-F7) byt mieszaniec migdzy liniag dopetniajaca
541 alinig Otl1-3 przywracajaca ptodno$¢ mieszancow z cytoplazmg C. Wszystkie linie
rodzicielskie oraz wyprowadzone po ich skrzyzowaniu potomstwa byly w petni
meskoptodne, co wynika z faktu, Zze obie linie mateczne uzyte do krzyzowan posiadaty
cytoplazme¢ normalna.

DNA wyizolowano z lisci pobranych w fazie krzewienia i zamrozonych w -70°C. Przy
analizach obu populacji F, zastosowano uproszczong metod¢ izolacji opracowang przez
Thomson i Henry’ego (1995). DNA linii rekombinacyjnych (RIL) otrzymano przy uzyciu
zestawu DNeasy Plant Mini Kit firmy Qiagen. Reakcje RAPD-PCR prowadzono
w termocyklerach PTC-200 (MJ Research) zgodnie z metodyka opisang przez Myskow
i wsp. (2001). W badaniach uzyto 15 starterow 10-nukleotydowych generujacych markery
zmapowane W czasie prac nad innymi mieszancami zyta na dhugim ramieniu chromosomu
4R (Banek-Tabor, 2004; Stojatowski i in., 2004).

Zgodno$¢ segregacji markerow RAPD z jednogenowym modelem dziedziczenia
oceniano przy uzyciu standardowego testu y2. Grupy sprzezeh markeréw konstruowano
przy uzyciu programu Mapmaker 3.0 (Lander i in., 1987) przy LOD = 3,0, wykorzystujac
funkcj¢ Kosambi.
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W celu okres$lenia segregacji alleli mgeskiej sterylnosci/ptodnosci w badanych
populacjach wykonano seri¢ krzyzowan testowych zudzialem meskosterylnych linii
Z cytoplazmg C. Ptodnos¢ uzyskanych mieszancow oceniano wzrokowo korzystajac z 9-
stopniowej skali bonitacyjnej opracowanej przez Geigera i Morgensterna (1975), w ktorej
ro§linom meskosterylnym przypisywane sg wartosci 1-3, czeSciowo plodnym 4-6,
a meskoptodnym 7-9. Ocene ptodnosci przeprowadzono na:

— 35 mieszancach F; miedzy meskosterylng linig 544(CMS-C), a potomstwami F3
(reprezentujacymi genotypy uzytych do analiz RAPD pojedynkéw F) otrzymanymi
z populacji 544 x L1.

— 65 mieszancach F1 miedzy meskosterylng linig 544(CMS-C), a pojedynkami pokolenia
F, populacji 544 x DS2.

— 50 mieszancach Fi otrzymanych ze skrzyzowania meskosterylnej linii 541(CMS-C)
z rekombinacyjnymi liniami wsobnymi tworzacymi populacj¢ RIL-F.

W oparciu o wyniki oceny meskiej sterylnosci wnioskowano o genotypach
poszczegolnych pojedynkow F; i rekombinacyjnych linii wsobnych i przypisujac im trzy
podstawowe kody genotypowe dla potrzeb mapowania genetycznego:

— A — dla genotypow dopehiajacych (posiadajacych allele meskiej sterylnosci
pochodzace od linii matecznych, gdy badane potomstwa z krzyzowan testowych byty
meskojatowe),

— B — dla genotypdéw przywracajacych ptodnos¢ (posiadajacych allele ptodnosci
pochodzace od linii ojcowskich, gdy oceniane potomstwa byty w pelni mg¢skoptodne)

— H — dla form heterozygotycznych (gdy w potomstwach mieszancow testowych
obserwowano rozszczepienia na formy meskopltodne i meskosterylne).

W populacjach RIL mozliwa jest obecnos¢ tylko form A i B, w populacjach F, —
wszystkich trzech w/w form. Liczebnos$ci potomstw ocenianych pod wzgledem ptodnosci
w wiekszo$ci przypadkow miescity si¢ w granicach od 12 do 23. W kilku przypadkach,
gdy liczebno$¢ mieszancow testowych z udziatem pojedynkow populacji F2 byta bardzo
niska (kilka ro$lin) i tym samym nie pozwalala na jednoznaczne okreslenie genotypu
badanej rosliny w segregacjach wykorzystanych do konstrukcji map sprz¢zen kodowano
je jako:

— C — heterozygoty lub homozygoty pod wzgledem alleli plodnosci oraz

— D — heterozygoty lub homozygoty pod wzgledem alleli sterylnosci.

Uzyskane dane o segregacjach alleli meskiej sterylnosci/ptodnosci we wszystkich
trzech badanych populacjach pozostawaly w zgodzie z jednogenowym modelem
dziedziczenia, co pozwolito na uwzglednienie ich przy konstruowaniu grup sprzezen.

Potencjalng efektywno$¢ markerow przy selekcjonowaniu linii dopelniajgcych
oceniono dokonujagc wyboru wséréd rekombinacyjnych linii  wsobnych form
reprezentujgcych mateczny allel RAPD i oceniajac wsrod nich proporcje genotypow
meskosterylnych i meskoptodnych. Uzyskane wyniki porownano przy uzyciu testu y>
Z proporcjami dla calej badanej populacji RIL-F.
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WYNIKI I DYSKUSJA

Warunkiem do podjecia proby zmapowania locus genu kontrolujacego meska
sterylnos¢ w cytoplazmie C w oparciu 0 uzyskane dane fenotypowych objawow ptodnosci,
bylo monogeniczne uwarunkowanie tej cechy w badanych populacjach zyta. Ptodnosé¢
precikowia w cytoplazmie C iinnych cytoplazmach z grupy CMS-V znajduje sie pod
kontrolg minimum trzech gendéw (Lapinski, 1990; Melz i Adolf, 1991; Stojatowski
i Lapinski, 1997), z ktérych jeden zlokalizowany na dtugim ramieniu chromosomu 4R
wykazuje najsilniejsze dziatanie (Borner iin., 1998; Stojatowski iin., 2004). Linie
ojcowskie L1, DS2 iOtl-3 krzyzowane z liniami mgskosterylnymi dawaty juz we
wczesniej analizowanych mieszancach rozszczepienia zgodne z modelem dziedziczenia
jednogenowego (Lapinski, 1990). Zaobserwowane ro0zszczepienia prezentowane
W niniejszej pracy byly charakterystyczne dla cech dziedziczonych jednogenowo,
a jednoczesne silne pylenie roslin, u ktérych doszto do przywrocenia ptodnosci, pozwolito
na postawienie hipotezy, ze uzyskane segregacje sg wynikiem dziatania silnej ekspresji
genu zlokalizowanego na chromosomie 4RL.

Sposréd 10 znanych markerow RAPD sprzezonych z genem kontrolujacym ptodnosé
precikowia w cytoplazmie C (Stojatowski i in., 2004) trzy markery ujawnialy polimorfizm
migdzy linig 544, a dwiema liniami ojcowskimi uzytymi do wyprowadzenia populacji F2:
L1 i DS2. Po przeprowadzeniu analiz segregacji stwierdzono, ze dwa z tych markerow
wykazuja dziedziczenie zgodne z modelem jednogenowym. Trzeci z badanych markerow
— pr794/800bp segregowat prawidtowo w populacji (544 x DS2)F,, ale w mieszancu (544
x L1)F, dawatl rozszczepienia niezgodne z oczekiwaniami (tab. 1), ktorych w zwigzku
Z tym nie uwzgledniono przy konstruowaniu grup sprzg¢zen.

Tabela 1
Segregacje analizowanych marker6w w mapowanych populacjach zyta
Segregations of analyzed markers in mapping populations of rye
Liczebnos¢ osobnikow
. reprezentujacych allel RAPD .
. . Pochodzeme Number of individuals representing Oczekiwany
Mieszaniec Marker prazka stosunek )
e RAPD allele - x
Cross Marker Origin of the typu rozszczepien
band typu matecznego . . Expected ratio
ojcowskiego
of maternal type of paternal type
pr319/550bp 544 51 10 31 2,41
?If‘; *LL hi334r700bp 544 49 8 31 3,65
2 pr794/800bp L1 28 33 1:3 14,21**
pr319/550bp 544 50 16 31 0,02
?If‘; x DS2 pr334/700bp 544 51 16 31 0,04
2 pr794/800bp DS2 12 48 1:3 0,80
pr479/1800bp 541 35 25 11 1,67
pr502/680bp Otl1-3 35 27 11 1,03
?FLQ‘%L); Ot-3  1510/7500p 541 33 29 11 0.26
pr1139/840bp 541 34 28 11 0,58
pr1251/840bp 541 28 34 1:1 0,58

** Odchylenie istotne przy P = 0,01
** Significant deviation at P = 0.01
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Przypuszczalnie prazki amplifikowane po zastosowaniu startera pr794, pomimo ze u obu
badanych mieszancow migrujg w zelu agarozowym z podobng dynamika nie sg tozsame.
Marker obecny u mieszanca (544 x L1)F, nalezy prawdopodobnie do czgsto spotykanych
w przypadku techniki RAPD fragmentow stwarzajacych problemy przy uzyskiwaniu
powtarzalnych rezultatow analiz, co przetozylo si¢ na nadmiar w badanej populacji form
nie posiadajgcych prazka.

Grupy sprzezen utworzone dla stabilnych, prawidlowo segregujacych markerow
z uwzglednieniem segregacji dla locus sterylnosci/ptodnosci roélin z cytoplazmg C
potwierdzajg sugerowane wczesniej (Stojatowski i in., 2004) bliskie sgsiedztwo genu Rfcl
i badanych loci RAPD (rys. 1). Roznice w kolejnosci utozenia gendéw w obrebie
utworzonych grup sprze¢zen wynikajg prawdopodobnie z malej liczby loci uzytych do ich
konstruowania oraz z niedostatecznej, dla precyzyjnego mapowania, liczby analizowanych
segregantéw w obu populacjach F,. Uzyskane dane pozwalaja jednak na stwierdzenie, ze
badane markery RAPD, po przeksztatceniu w specyficzne markery typu SCAR, mogg by¢
przydatne jako narzedzie wspomagajace prace selekcyjne w hodowli mieszancow zyta
Z cytoplazmg CMS-C.

pr334/700bp
7.9cM
Rfcl Rfcl
4.3eM pr794/800bp
pr334/700bp L8eM
MY L 319/550bp pr319/550bp
4RL 4RL

[544 x L1]F, [544 x DS2]F,

Rys. 1. Grupy sprzezen markeréw RAPD oraz przypuszczalna lokalizacja genu Rfcl w populacjach F2
otrzymanych po skrzyzowaniu linii dopelniajacej 544 z dwiema liniami przywracajacymi plodnos¢
w cytoplazmie CMS-C
Fig. 1. Linkage groups of RAPD markers and supposed localization of Rfcl gene in F2 populations
derived from crosses between nonrestorer line 544 and two restorers for CMS-C cytoplasm

W dotychczas prezentowanych pracach, ktorych celem bylo zmapowanie genow
meskiej sterylnosci u zyta (Borner i in., 1998; Miedaner i in., 2000; Stojatowski i in., 2004)
analizy segregacji markerow molekularnych oraz fenotypowych objawéw plodnosci
prowadzono na populacjach mapujacych posiadajacych cytoplazme sterylizujaca.
W praktycznej hodowli wyprowadzanie nowych linii dopetniajacych musi z oczywistych
wzgledow by¢ realizowane w oparciu o rosliny z cytoplazmg normalng. Ocena, czy nowo
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tworzona linia posiada wymagane allele sterylnosci wymaga od hodowcy przeprowadzenia
stosownych krzyzowan testowych. Zastosowanie markeréw molekularnych jako narzedzia
wspierajacego wybor genotypow meskosterylnych przyczynitoby sie wiec w Sposob
znaczacy do ograniczenia nakladow pracy niezbednych przy wyprowadzaniu linii
dopehiajacych. Zaprezentowane w niniejszej pracy wyniki potwierdzaja, ze wykryte
wczesniej markery moga by¢ do tego celu uzyte, ale problemy ze stabilnos$cig niektorych
fragmentéw RAPD przy pracach nad odmiennymi genetycznie materiatami wymuszajg
uprzednie przeksztalcenie tych markerow w markery typu SCAR.

pr502/680
0.8cM
pr1251/840
4RL
25.1cM
pr510/750
12.3cM
pr479/1800
24.2cM
Rfcl
13.6eM
pri1139/840

Rys. 2. Mapa sprzezen markeréw RAPD dla populacji (541 x Ot1-3) RIL-F7
Fig. 2. Linkage map of RAPD markers in population (541 x Ot1-3) RIL-F7

Przydatno$¢ rekombinacyjnych linii wsobnych do identyfikowania markerow
sprze¢zonych z loci meskiej sterylnosci udowodniono na przyktadzie pszenicy (Ahmed i in.,
2001), ale nie prowadzono dotad tego rodzaju prac na zycie. Skonstruowanie na bazie
pokolenia F; mieszanca 541 x Otl-3 nowej mapy genetycznej zyta zlozonej gldwnie
z markerow RAPD (Banek-Tabor, 2004) oraz wyprowadzenie z tej samej kombinacji
krzyzowania zestawu rekombinacyjnych linii wsobnych (Milczarski, niepublikowane)
pozwolito na podjecie proby zidentyfikowania na bazie tych materiatdw nowych markeréw
RAPD sprze¢zonych zlocus Rfcl. Wykorzystano do tego celu zestaw markerow
zlokalizowanych przez Banek-Tabor (2004) na dlugim ramieniu chromosomu 4R. Po
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zmapowaniu tych markerow na populacji RIL-F; stwierdzono, ze locus genu
kontrolujgcego meska ptodnos¢ w cytoplazmie C znajduje si¢ pomiedzy markerami
pr479/1800bp i pr1139/840bp (rys. 2).

Wzglednie duze odleglosci pomigdzy genem Rfcl a najblizej potozonymi markerami
ograniczaja ich potencjalng skutecznos¢ przy pracach selekcyjnych. Praktycznie tylko
najblizej potozony marker pr1139/840bp pozwala na statystycznie istotne zwigkszenie
frekwencji genotypéw meskosterylnych w wyselekcjonowanej grupie segregantow
(tab. 2).

Tabela 2
Efektywnos$¢ markeréw RAPD przy selekcjonowaniu linii dopelniajacych meska sterylno$¢ w
cytoplazmie CMS-C
Efficiency of RAPD markers in selection of lines acting as nonrestorers in CMS-C cytoplasm

Liczebnos¢ linii reprezentujacych mateczny allel RAPD
Marker Number of lines representing maternal RAPD allele )
Marker Linii dopetniajacych Linii przywracajacych ptodnosé¢ ogoétem X
Nonrestorer lines Restorer lines total

pr479/1800bp 18 9 27 3,00
pr502/680bp 16 14 30 0,13
pr510/750bp 15 10 25 1,00
pr1139/840bp 22 7 29 7,76%*
pr1251/840bp 13 12 25 0,04
Ogodtem 5 o5

Total

** Odchylenie istotne przy P = 0,01
** Significant deviation at P = 0.01

WNIOSKI

1. Uzyskano potwierdzenie przydatnosci zidentyfikowanych wczesniej markeréw RAPD
do selekcji genotypdéw meskosterylnych zyta z cytoplazmg C, ale zaobserwowane
problemy ze stabilno$cig niektorych markeréw przy ocenie réznych genetycznie
materiatdéw wskazuja na koniecznos¢ przeksztatcenia ich w markery SCAR.

2. Zidentyfikowano pig¢ nowych markerow RAPD sprzezonych z locus kontrolujacym
meska sterylnos¢ w cytoplazmie C, ale tylko jeden z nich wykazuje efektywnos¢
wystarczajgca do podjecia prob uzycia go w programach hodowlanych.
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